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Voorwoord 
Dit verslag is een weergave van hetgeen ik in het kader van mijn vervangende 
dienstplicht gedurende anderhalf jaar op het PAGV heb gedaan. 
Door de plezierige samenwerking met zowel collega's op het PAGV als met mensen 
van andere instellingen in Nederland heeft het onderzoek resultaten kunnen ople-
veren. Een aantal van die mensen wil ik met name noemen : Op het PAGV mijn 
diensthoofd C. Maenhout en collega Th. Huiskamp. In Wageningen de heren P. Maas 
(P.D.) en J.'s Jacob (LU-Nematologie). Hun waardevolle adviezen en kennis op 
nematologisch gebied waren van grote waarde voor dit onderzoek. 
Lelystad, september 1987 Ton Zondervan 
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Inleiding 
Voornamelijk door wijzigingen in de bouwplannen (verschuiving van monocotyle 
naar dicotyle gewassen) zijn op de lichtere gronden, m.n. het Noord- en 
Zuidoostelijk zandgebied, de besmettingsproblemen met het Noordelijk wor-
telknobbelaaltje (Meloidogyne hapla) toegenomen. Om die problemen aan te kunnen 
pakken is een betrouwbare bemonsterings- en analysetechniek nodig. 
De bestaande technieken om grondmonsters te analyseren zijn vaak niet toereikend 
om een betrouwbaar beeld te krijgen van de mate van besmetting met M. hapla van 
een grondmonster. Indien dat wel het geval is, is zo'n methode vaak arbeids- en 
kennisintensief en dus duur. 
Een alternatief voor de laboratorium-analyses is het onderzoeken van grond-
monsters met een biotoets. Daarbij wordt levend ('bio') materiaal als besmet-
tingsindicator gebruikt. Op het PAGV is in het najaar van 1985 onderzoek gestart 
om een door het Hilbrands Laboratorium voor Bodemziekten ontworpen biotoets voor 
M. hapla met goudsbloem (Calendula officinalis) te optimaliseren en standaar-
diseren. 
In het eerste hoofdstuk van dit verslag wordt algemene informatie over M. hapla 
en de schade die dit aaltje kan aanrichten gegeven. De probleemstelling voor 
het PAGV-onderzoek wordt daarna in hoofdstuk 2 gedetailleerd beschreven. Daarna 
wordt in de hoofdstukken 3, 4 en 5 verslag gedaan van het eigenlijke onderzoek. 
Begonnen wordt met het onderzoek met betrekking tot de bij de proeven gebruikte 
technieken, waarvan een aantal nematologische aspecten bekeken is. Een aantal 
later in het verslag gebruikte termen wordt hierbij beschreven. Vervolgens wordt 
ingegaan op het onderzoek aan de methodiek van de biotoets. Een aantal facetten 
van de uitvoering van de toets is onder de loep genomen, om te komen tot opti-
malisatie en standaardisatie van die uitvoering. In hoofdstuk 5 is beschreven 
hoe het onderzoek naar de relatie tussen het aantal larven en het aantal knob-
beltjes is opgezet en wat daarvan de resultaten waren. Het ging daarbij met name 
om het verloop van dat verband en om bepaling van de nauwkeurigheid waarmee met 
deze biotoets bepaalde besmettingsniveaus van elkaar te onderscheiden zijn. 
Afsluitend voor dat hoofdstuk wordt ingegaan op het aspect van de reproduceer-
baarheid van de - grotendeels met laboratorium- en kasonderzoek verkregen -
proefresultaten. 
Het uiteindelijke resultaat van het onderzoek vormt hoofdstuk 6. Daarin 
worden de gewijzigde biotoetsmethodiek en een met behulp van de proefresul-
taten opgestelde indeling in besmettingsklassen beschreven. In hoofdstuk 7 
wordt het geheel besloten met aanbevelingen voor toekomstig onderzoek met 
betrekking tot schade door M. hapla in de akkerbouw., 
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1. Algemeen 
In dit hoofdstuk worden in kort bestek de belangrijkste punten uit de le-
venscyclus van Meloidogyne hapla (M. hapla) en de schade die dit aaltje kan 
aanrichten behandeld. Hiermee wordt de betekenis van in latere hoofdstukken 
gebruikte termen aangegeven. Tevens worden de externe contacten genoemd die voor 
dit onderzoek nodig waren. 
1.1 De levenscyclus van M. hapla in kort bestek 
De beschrijving van de cyclus kan worden begonnen bij het tweede van de vijf 
stadia, het in de grond vrijlevende larvale (tweede juveniele) stadium. Deze 
larve is na een vervelling, die het eerste stadium afsluit, uit het eitje gekro-
pen en kruipt dan door de waterfilm om gronddeeltjes heen naar een plantewortel 
toe. Als het een waardplantwortel is, wordt die gepenetreerd. Rondom de plek 
waar de larve zich in de wortel nestelt treedt celwoekering op, waardoor het 
goed waarneembare symptoom van aantasting, een knobbeltje, ontstaat. Tevens 
treedt een voor Meloidogyne hapla typisch symptoom op, namelijk zijwortelvorming 
op het knobbeltje. Na de penetratie van de wortel vindt de geslachtsdifferen-
tiatie plaats. 
De larve maakt een verdere ontwikkeling door; via het derde en vierde juveniele 
stadium, die door vervellingen gescheiden worden en waarbij het wijfje opzwelt, 
wordt het volwassen stadium bereikt. Het mannelijke aaltje verlaat dan de wortel 
en gaat op zoek naar een volwassen vrouwelijk aaltje. Na de bevruchting zet ze 
de eitjes af in een eimatrix (eiprop) die ze daarvoor aan de buitenkant van de 
wortel heeft afgezet. Deze eitjes kunnen nog in hetzelfde seizoen uitkomen of er 
treedt een rustfase (diapauze) in waardoor overwintering mogelijk wordt. Hiermee 
is de levenscyclus rond. De snelheid van het voltooien van deze cyclus wordt 
onder andere bepaald door de temperatuur en het vochtgehalte van de bodem. 
Afhankelijk van de beïnvloedende milieufactoren kunnen meerdere cycli per 
groeiseizoen voltooid worden. De meldingen in de literatuur variëren van 2-7 
generaties per groeiseizoen (28). 
Bijna alle tweezaadlobbige gewassen en onkruiden zijn in meer of mindere mate 
waardplant voor dit aaltje. 
Afb. 1. Wortel knobbel s bij sla na aantasting door M. hapla. 
1.2 Schade na aantasting door M. hapla 
De door dit aaltje aangerichte schade is tweeledig. Bij de penwortelvormende 
gewassen treedt na infectie vertakking van de jonge penwortel op. Dat kan al bij 
lage aaltjesdichtheden in de grond voor gewassen als peen, schorseneer en witlof 
desastreuze gevolgen hebben. 
Daarnaast kan de 'gebruikelijke' aaltjesschade optreden namelijk droogteschade 
door een verminderde vochttransportcapaciteit van de wortels. Deze grotere 
droogtegevoeligheid kan de fysieke gewasopbrengst fors reduceren (21). 
Er is in Nederland nog betrekkelijk weinig onderzoek verricht naar de relatie 
tussen besmettingsgraden en gewasschade. Op het PAGV wordt aan dit aspect sinds 
twee jaar aandacht geschonken. Een bemoeilijkende factor daarbij is het ontbre-
ken van een betrouwbare methode om de totale besmettingsgraad van een grond-
monster voor M. hapla te bepalen. 
1.3 Externe contacten 
Met betrekking tot opzet en uitvoering is er veel overleg en samenwerking 
geweest met een aantal nematologen of onderzoekers die op dit terrein werkzaam 
zijn, met name in Wageningen: P.D. (P. Maas en H. Brinkman), LU-nematologie 
(J.'s Jacob). Tevens waren er meer incidentele contacten met de SVP (W. Lamers 
en J. L. Harrewijn), het Hilbrands Laboratorium (A. Mulder) en het IVT (K. 
Reinink). In de loop van 1986 is een "werkoverleg Meloidogyne" opgezet, waaraan 
in eerste instantie P.D., L.U.-nematologie en PAGV deelnamen. In de loop van 
1987 toonde ook het IPO belangstelling. 
In de beginfase van dit onderzoek is samengewerkt met twee studenten van de 
CAH-Dronten, die met name aan de screening van mogelijk alternatieve toetsplan-
ten een waardevolle bijdrage hebben geleverd. 
Na het inventariseren van de verschillende te onderzoeken aspecten is door 
middel van verdere literatuurstudie en het leggen van contacten en plegen van 
overleg met andere onderzoekers op nematologisch gebied een lijn voor het 
onderzoek uitgestippeld. Na de bestudering van de literatuur en voorhanden 
zijnde technieken voor nematologisch onderzoek zijn een aantal prioriteiten 
vastgesteld. Gedurende het onderzoek werden aan de hand van de verkregen 
resultaten nieuwe ideeën en proefopzetten ontwikkeld. Praktisch alle proeven 
zijn uitgevoerd in de kas en het nematologisch laboratorium van het PAGV. 
De uitgevoerde onderzoeken zijn in drie gebieden in te delen: 
- onderzoek met betrekking tot de gebruikte technieken zoals het inoculeren en 
de methode van bevochtiging van potten grond; 
- het optimaliseren en standaardiseren van de methodiek van deze biotoets; 
- onderzoek naar de relatie tussen het aantal aaltjes en het aantal knobbeltjes 
dat ze veroorzaken. 
Per onderwerp worden alleen de globale proefopzetten en de belangrijkste 
resultaten behandeld en indien relevant per onderwerp bediscussieerd. Voor 
gedetailleerde informatie per proef wordt verwezen naar betreffende proef-
verslagen. Deze zijn in de interne mededelingenreeks PAGV als mededelingen 
opgenomen. 
2. Probleemstelling 
Het onderzoek aan de biotoets voor M. hapla komt voort uit de behoefte aan een 
eenvoudige, betrouwbare methode om de totale besmettingsgraad van een grondmon-
ster met dit aaltje te kunnen vaststellen. Er wordt op een aantal plaatsen al 
grondmonsteronderzoek met betrekking tot M. hapla uitgevoerd: 
- jtedj^jfjljfooraton^m_v£or Gewas-_e£ Grondonde_rzoek_te_ Ooste.rb.eek : 
Daar worden grondmonsters met de gebruikelijke techniek voor vrijlevende 
aaltjes opgespoeld. 
Aan het criterium betreffende de toetsing van de totale besmetting wordt daar-
bij niet voldaan, omdat bij de aanwezigheid van eiproppen in de grond dit 
belangrijke deel van de besmetting niet bepaald wordt. 
Planj^ enzi_ek_t£nkundi_ge_ D_ienst_te_ Wägernngeji : 
Het bezwaar dat kleeft aan de in Oosterbeek gehanteerde methode is door de 
P.D. mogelijk opgelost door het opspoelen te combineren met een incubatietech-
niek. Daarbij wordt het te analyseren monster gesplitst in twee fracties, een 
met deeltjes groter en een met kleinere deeltjes dan 250 m. De kleinste 
fractie, die de meeste larven van M. hapla (het vrijlevende tweede juveniele 
stadium) bevat, wordt opgespoeld. Van de fractie groter dan 250 m wordt het 
lichtste deel afgeroomd en op een wattenfilter gegoten. Dit wordt in een 
schaaltje water geplaatst en bij ca 20°C ter incubatie gezet: de eventueel in 
de fractie aanwezige eitjes kunnen dan uitkomen, waarna de larve door het 
wattenfilter heen in het water zal kruipen. De zo verkregen larvensuspensie 
wordt om de andere dag afgetapt, waarna het aantal erin aanwezige larven van 
M. hapla bepaald wordt. In totaal wordt 14 dagen ge'incubeerd. 
Dat afromen van de fractie gebeurt omdat deze fractie vrij groot is en niet in 
haar geheel op een wattenfilter gegoten kan worden. Hiermee wordt voorkomen dat 
per monster meerdere incubaties moeten worden uitgevoerd, wat de arbeidsinten-
siteit van deze methode nog verder zou vergroten. Gezien de fysische 
eigenschappen van de eiproppen is het waarschijnlijk dat met deze methode de 
eiproppen in de afgeroomde fractie terecht komen. 
Er speelt met betrekking tot de eiproppen nog een verschijnsel een rol, 
namelijk diapauze. Meermaals is geconstateerd dat eitjes van M. hapla, 
overigens ook van andere Meloidogyne soorten, in een soort rusttoestand kunnen 
verkeren. 
Het onderzoek naar dit verschijnsel heeft voor wat M. hapla betreft nog weinig 
opgehelderd. Het is daarom onzeker of alle eiproppen in een fractie tijdens 
incubatie ook werkelijk uitkomen. Ondanks een aantal onzekere factoren zal met 
deze techniek een betrouwbaar beeld van de totale besmettingsgraad van een 
grondmonster worden verkregen. Een nadeel ervan is echter de vrij hoge 
arbeids- en kennisintensiteit, wat dit type grondmohsteronderzoek ook weer 
duur maakt. Voor het veldonderzoek is de methode minder geschikt, omdat daarbij 
vaak grote aantallen monsters moeten worden verwerkt. 
^lbLan_c'l L_abor_aton'um_te_ Asseru 
Op deze onderzoekinstelling voor het Veenkoloniale gebied is het onderzoek aan 
een biotoets voor M. hapla begonnen. Daar toetst(e) men als volgt: een aantal 
kleipotjes van 125 ml wordt gevuld met een submonster van een te toetsen 
grondmonster. Per potje worden vijf goudsbloemen gezaaid. Na drie maanden op-
kweek in een kas worden de wortels schoongespoeld en het aantal erop gevormde 
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knobbeltjes geteld. Aan de hand van de volgende schaal indeling wordt per potje 
een wortelknobbelindex bepaald. 
Tabel 1. Klasse-indeling bij de biotoets van het Hilbrands Laboratorium. 
aantal knobbels wortelknobbelindex 
0 0 
1 t/m 5 1 
6 t/m 15 2 
16 t/m 50 3 
50 t/m 100 4 
> 100 5 
Van de indices van alle potjes van een monster wordt een gemiddelde berekend. 
Deze biotoets kent niet de nadelen van de in Oosterbeek en bij de PD gehanteerde 
technieken, maar heeft op een aantal andere punten nog bezwaren van praktische 
aard. Kortweg zijn dat de volgende : deze biotoets duurt erg lang. Bij toetsing 
van praktijkmonsters na de winter zouden de besmettingscijfers voor een teler 
veel te laat beschikbaar komen. In een gesprek met de heer Mulder van het 
Hilbrands Laboratorium bleek voorts dat de in de tabel weergegeven klasse-
indeling vrij willekeurig gekozen was, in elk geval niet statistisch onderbouwd. 
Er is namelijk niet onderzocht of de verschillende besmettingsniveaus statis-
tisch significant van elkaar te onderscheiden zijn. Tenslotte kan de methodiek 
op een aantal punten verbeterd worden. De symptoomexpressie van goudsbloem o.a. 
is niet optimaal en ook aan de uniformiteit van de toetsplanten kon het nodige 
verbeterd worden. 
Eisen ten aanzien van een biotoets 
Uit het voorgaande zijn een aantal zaken samen te vatten die van belang zijn 
voor een te ontwikkelen toetstechniek : 
- Nauwkeurigheid; wat is het onderscheidend vermogen van de toets, met andere 
woorden; hoe nauwkeurig kunnen bepaalde besmettingsniveaus van elkaar 
onderscheiden worden? 
- Snelheid; wat zijn de mogelijkheden om het vaak aan een biotoets klevende 
bezwaar, langere toetsduur, te verminderen? 
- Bedrijfszekerheid; hoe kan de kans op het mislukken van de toets zo klein 
mogelijk gemaakt worden? 
- Reproduceerbaarheid; in welke mate is het resultaat reproduceerbaar? 
Deze vraag hangt samen met de vraag in hoeverre de omstandigheden tijdens de 
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toetsing het resultaat beïnvloeden. 
- Tijdstip van uitvoering; vanwege de nog onvolledige kennis van de populatiedy-
namica van M. hapla, met name het effect van een gewasperiode op een popula-
tie, moet de toetsing zo kort mogelijk voor het zaaien, poten of planten van 
een gewas worden uitgevoerd om bruikbare resultaten te krijgen. Dit is echter 
strijdig met het belang van de telers en contracterende verwerkende bedrijven, 
die zo vroeg mogelijk gegevens over de besmettingsgraad van een perceel nodig 
hebben voor de gewaskeuze en/of contractplanning. 
Met de zo geformuleerde probleemstelling is het PAGV gestart met onderzoek aan 
een biotoets om de besmettingsgraad van grondmonsters met M. hapla vast te 
stellen. 
3. Onderzoek met betrekking tot de gebruikte technieken 
Om bepaalde proeven te kunnen uitvoeren is gebruik gemaakt van diverse technie-
ken. Voor een aantal daarvan waren bepaalde nematologische aspecten nog weinig 
onderzocht. De belangrijkste waren: aanbrengen van de aaltjes-besmetting, 
bewaren van het uitgangsmateriaal (wortel stel sel s met eiproppen) en verdunnen 
van besmette grond. Van de proeven betreffende die onderwerpen worden in 
volgende subparagrafen de globale proefopzet en belangrijkste resultaten 
behandeld. 
3.1 Aanbrengen van de aaltjesbesmetting 
Inleiding 
Evenals voor andere factoren in een onderzoek geldt voor de factor aaltjes-
besmetting dat het wenselijk is deze te kunnen beheersen. Enerzijds om die 
constant te kunnen houden als het effect van andere factoren getoetst moet 
worden, anderzijds om zelf nauwkeurig bepaalde besmettingsniveaus te kunnen 
aanbrengen. Als met besmette grond gewerkt wordt, is het moeilijk om aan die 
eisen te voldoen. Door het voorkomen van (een deel van de) besmetting in de vorm 
van eiproppen met daarin grote aantallen eitjes, is het moeilijk om door middel 
van mengen de besmetting in de grond te homogeniseren. Bovendien is gebleken 
dat met het mengen van besmette grond een deel van de aaltjes gedood wordt 
(zie par. 3.3). 
Dat bezwaar kan grotendeels worden opgeheven met behulp van inoculatie van 
larven. (Deze methode wordt onder andere op de SVP gebruikt bij screenings-
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onderzoek van planten op resistentie tegen bepaalde aaltjes.) Daarbij worden 
larvensuspensies van M. hapla of M. hapla bevattend, in de grond gespoten. In 
dit onderzoek is gewerkt met door verhitting aaltjesvrij gemaakte grond (verhit 
bij 70°C gedurende ca. 16 uur), waarin met een revolverrepeteerspuit (merk: 
Roux-Revolver, type: 50 ml) de suspensies werden ge'inoculeerd. 
Er werd naar gestreefd te werken met (praktisch) zuivere Meloidogyne suspensies, 
verkregen met de mixer-wattenfilter methode volgens Stemerding (31). Enigszins 
verknipt wortel materiaal met daarop eiproppen wordt daarbij met wat water 
gedurende enkele seconden gemixt in een huishoudmixer. Dit mengsel wordt uitge-
goten op zeven met wattenfiIters, die daarna in schaaltjes met een laagje water 
worden geplaatst en vervolgens in een broedstoof bij ca 22°C ter incubatie 
gezet. De uit eitjes gekomen larven kruipen door het wattenfilter in het laagje 
water. De zo verkregen larvensuspensie(s) word(t)(en) dagelijks afgetapt en 
indien nodig in een koelkast opgeslagen. Op de eerste proeven na, waarbij is 
gewerkt met besmette grond, zijn alle verdere proeven met inoculatie uitgevoerd. 
Opzet 
Op grond van resultaten van de ijklijnproeven begon het vermoeden te ontstaan 
dat het inoculeren een nogal ingrijpend effect op de geinoculeerde larven heeft. 
Daarom is dat aspect, de overleving van de larven na inoculatie, onderzocht 
door larven te lokken op de hiervoor beschreven wijze, ze daarna in bepaalde 
dichtheden te inoculeren en ze een zestal dagen later weer op te spoelen uit de 
grond. 
Resultaten 
Zoals uit tabel 2 blijkt is het overlevingspercentage bij vier dichtheden 
bepaald. 
Tabel 2. Het overlevingspercentage van larven van M. hapla, zes dagen na het 
inoculeren bij vier besmettingsniveaus en twee herkomsten. 
herkomst 
inoc. niveau 40 
Roswinkel 
Aantal larven per pot 
160 640 2400 40 160 
Vredepeel 
640 2400 
parallel 
1 44 73 34 50 44 25 23 20 
2 8 66 16 42 38 25 24 29 
3 38 55 26 1 35 16 27 17 
4 44 50 17 24 31 38 20 27 
5 44 31 24 40 25 22 7 16 
gemidd. 36 55 23 35 35 25 20 22 
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Het verloop in de cijfers is enigszins grillig. Als tendens is echter wel een 
wat hoger overlevingspercentage bij lagere inoculatieniveaus en een wat lager 
voor de hogere inoculatieniveaus te onderkennen. Deze resultaten waren, zoals 
later in hoofdstuk 5 zal blijken, zeer bruikbaar om het verloop van de ijklijn 
(grotendeels) te verklaren. Als namelijk bij de inoculatieproeven per object het 
aantal na het inoculeren vitaal in de grond aanwezige larven vergeleken wordt 
met het aantal getelde knobbeltjes, blijkt dat globaal elke vitale larve een 
knobbeltje veroorzaakt. 
3.2 Bewaring van uitgangsmateriaal 
Inleiding 
Het voor de bereiding van larvensuspensies benodigde uitgangsmateriaal (wortels 
met eiproppen) moest tussentijds zodanig bewaard worden dat de ontwikkeling in 
de eitjes stilgezet c.q. vertraagd werd, met behoud van de vitaliteit. Het 
eerste is mogelijk door het materiaal koel te bewaren. Hoewel M. hapla een goede 
kouderesistentie bezit, wordt in de literatuur wel melding gemaakt van een 
verlaagde eiuitkomst na koele bewaring (38). 
Bij de produktie van inoculatiemateriaal speelt ook nog een andere factor een 
rol, namelijk diapauze. Zowel bij praktijkproeven als bij fundamenteel onderzoek 
is gebleken dat de eitjes van M. hapla (of een deel ervan) in een soort rusttoe-
stand kunnen verkeren. Dat zou volgens sommige meldingen onder andere na de 
eiafzet het geval zijn. Bij het produceren van larvensuspensies kan dat een 
vertragende factor zijn. 
Opzet 
Beide aspecten, koude opslag en diapauze van de eitjes, zijn in een proef 
verwerkt. Van de behandelingen 'gekoeld' (bij ca. 3°C in een conditioneer-
ruimte) en 'niet-gekoeld opslaan' (bij kamertemperatuur) zijn na 0 (alleen van 
'niet gekoeld'), 8, 20 en 34 dagen na opslag mengsels gemaakt die bij 22°C ter 
incubatie zijn gezet. Het aantal uitgekomen larven werd regelmatig geteld. 
Resultaten 
In figuur 1 zijn de resultaten van deze proef grafisch weergegeven. 
20.0DO 
aan ta l larven 
M. hapla 
Fig. 1. Verloop van de eiuitkomst van M. hapla (bij incubatie bij 22°C) bij 
twee bewaartemperaturen en drie verschillende intervallen tussen opslag 
en tijdstip van mengen. 
Zonder verder op de details in te gaan is duidelijk dat de lijnen van de 
gekoelde objecten ver onder die van de ongekoelde objecten liggen. Het gekoeld 
bewaren heeft blijkbaar een remmende invloed op zowel het tijdstip als de mate 
van eiuitkomst. Er was voor opslag in de conditioneerruimte gekozen, omdat de 
daar heersende temperatuur beneden de minimumtemperatuur voor eiontwikkeling 
ligt (5°C). Die lage temperatuur blijkt echter ook nadelen te hebben. 
Er is op grond van deze resultaten voor de latere proeven steeds voor vers 
uitgangsmateriaal gezorgd (maximaal enkele weken oud), zodat gekoelde opslag 
niet nodig was. 
3.3 Verdunnen van besmette grond 
Inleiding 
Het doel van het PAGV-onderzoek is het ontwikkelen van een toetsmethodiek 
waarmee alle mogelijke besmettingsgraden van grondmonsters vastgesteld kunnen 
worden. Bij de toets van het Hilbrands Laboratorium was gebleken dat bij 
toenemende aaltjesdichtheid in de grond de besmettingsniveaus moeilijker van 
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elkaar te onderscheiden zijn. Daarom is onderzoek gedaan naar de mogelijkheden 
van het verdunnen van besmette grond. 
Opzet 
Er zijn eerst drie mogelijke substraten getoetst, te weten scherp zand, potgrond 
en verhitte monstergrond. Na de keuze van het meest bruikbare substraat zijn 
een aantal verdunningsverhoudingen onderzocht, te weten onverdund, 1 op 2, 1 op 
4, 1 op 8 en 1 op 16. Bij de PD zijn van alle objecten (verdund en onverdund) 
van een proef monsters onderzocht met twee verschillende technieken, spoelen en 
centrifugeren, om duidelijkheid te krijgen over de oorzaak van bepaalde 
gevonden resultaten. 
Resultaten 
In tabel 3 zijn de resultaten weergegeven van het spoelen van monsters van alle 
proefobjecten. 
Tabel 3. Aantallen larven van M. hapla en saprofagen bij een onverdund object en 
een aantal verdunde objecten (zonder incubatie). 
verdunningsfactor M. hapla saprofagen 
onverdund 
2 
4 
8 
16 
2305 
788 
175 
93 
25 
2280 
1268 
290 
158 
70 
Uit de analyses van de PD bleek dat de factor tussen de aantallen larven per 
object niet gelijk was aan de verdunningsfactor tussen de objecten. 
Globaal zat tussen de aaltjesaantallen een factor 3 à 4, terwijl de verdun-
ningsfactor 2 was. 
De in de tabel vermelde P.D.-cijfers waren verkregen door op te spoelen. 
Toen op een zelfde manier verdunde monsters met de centrifuge-drijfmethode 
geanalyseerd werden, bleek wat de oorzaak is van het afwijkende verdunningsef-
fect. In de met die methode verkregen cijfers, waarbij zowel levende als dode 
aaltjes geëxtraheerd worden, weken de teruggevonden aantallen aaltjes veel 
minder af van de met de verdunningsfactor berekende aantallen, uitgaande van het 
aantal in het onverdunde object. Dat leidde tot de conclusie dat bij het 
verdunnen veel aaltjes beschadigd worden, door de malende werking van de grond-
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c.q. zanddeeltjes. Uit een drietal proeven met betrekking tot dit onderwerp is 
gebleken dat dat 'vermalingseffect' nogal grillig verloopt. Daardoor is verdun-
nen een weinig betrouwbare methode om de besmettingsgraad van een monster terug 
te brengen tot een hoogte die ligt in het bereik van met de biotoets onderscheid-
bare besmettingsklassen. 
4. Onderzoek aan de methodiek van de biotoets 
Bij de navolgende beschrijving van het onderzoek aan aspecten van de biotoets-
methodiek en de resultaten ervan is enigszins de chronologische volgorde van een 
biotoets aangehouden. Voor het verder ontwikkelen van de toetsmethodiek konden 
met name op de volgende punten verbeteringen worden aangebracht: 
1. Keuze van de toetsplant; 
2. Potgrootte, plantaantal per pot en leeftijd van de zaailingen; 
3. Opkweek van de toetsplanten; 
4. Tijdstip en methode van beoordelen van de toetsplanten; 
5. Voorspellende waarde van de biotoets. 
In dit hoofdstuk wordt per paragraaf eenzelfde indeling als in het vorige 
hoofdstuk aangehouden. 
4.1 Keuze van de toetsplant 
Inleiding 
Bij de uitvoering van de toets van het Hilbrands Laboratorium kwamen enkele 
bezwaren naar voren. Twee ervan waren; de knobbeltjes op de goudsbloemwortels 
zijn vrij klein, wat het beoordelen bemoeilijkt. Tevens trad in de kas van het 
PAGV een aantal weken na het begin van het onderzoek een meeldauwaantasting op 
(echte en valse meeldauw), die niet afdoende te bestrijden bleek. De vitaliteit 
van de toetsplanten liet daardoor vaak te wensen over. Een ander mogelijk be-
zwaar is dat waarschijnlijk de genetische homogeniteit van de gebruikte 
goudsbloemzaadpartijen veel minder is dan van cultuurgewassen met een redelijk 
areaal. 
Opzet 
Op zoek naar een alternatief is daarom een reeks tweezaadlobbige plantensoorten 
op geschiktheid als toetsplant gescreend, waarvan een deel door twee CAH-
studenten. Op grond van hun resultaten en van aanwijzingen uit de literatuur 
zijn drie soortçn geselecteerd voor verder onderzoek: 
vlijtig liesje (een Impatiens spp), sla (Lactuca sativa L, cv. Norden) en gele 
mosterd (Sinapis alba L., cv Mansholt's Gele). Deze 'kandidaat toets-planten' 
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zijn beoordeeld op de volgende criteria: 
- Mogelijkheid tot vlotte opkweek; 
- Goede tolerantie na aantasting door M. hapla (en andere aaltjessoorten), 
gecombineerd met een goede geschiktheid als waardplant voor M. hapla; 
- Duidelijke symptoomexpressie, knobbelvorm en -grootte; 
- Het wortelstelsel van de plant moet goed ontwikkeld zijn, niet te kwetsbaar en 
makkelijk schoon te spoelen. 
De soorten zijn gescreend door enkele weken oude zaailingen, c.q. voldoende 
bewortelde stekken te verspenen c.q. verplanten in besmette grond en na een 
aantal weken de wortel stel sel s schoon te spoelen en te beoordelen. In de loop 
van het onderzoek is overgestapt op inoculeren in plaats van het werken met 
besmette grond, omdat inoculeren onderzoekstechnisch betrouwbaarder is. 
Resultaten 
Op grond van de hiervoor beschreven criteria bleek sla de beste vervanger van 
goudsbloem. De andere kandidaten vielen af vanwege de te moeilijke opkweek en 
slechte hanteerbaarheid van het wortelstelsel (Vlijtig liesje) of vanwege een te 
gering knobbel formaat (gele mosterd). Bij de selectie van deze drie uit een 
grotere groep was al gebleken dat vlinderbloemigen afvielen vanwege de mogelijke 
verwarring met of moeilijkheid bij het onderscheiden van knobbeltjes en stikstof-
knobbeltjes. Tevens bleken prei (Allium porrum L.) en munt (Mentha sp. L.) 
minder geschikt als toetsplant vanwege de te lange duur van optrek tot bruikbare 
zaailingen. (Deze 'voorselectie' is uitgevoerd door de studenten van de 
CAH-Dronten.) 
Sla heeft als voordelen ten opzichte van goudsbloem dat de knobbels groter zijn 
en dat er meer kennis van c.q. mogelijkheden voor ziekte- en plaagbestrijding 
in dat gewas zijn. Vanwege mogelijke rasverschillen in symptoom-expressie, 
gevoeligheid etc. zijn zeven voor dit type opkweek (onder glas) geschikte rassen 
met elkaar vergeleken, te weten : Panvit, Norden, Claret, Bistro, Sitonia, 
Talent en Nanda. Alle rassen bleken gelijkwaardig op het punt van 
gebruikseigenschappen. Ook verschilden de gemiddelde aantallen knobbeltjes per 
ras bij een zelfde besmettingsniveau niet significant. Alleen bij de beoordeling 
op knobbel formaat kwamen Sitonia en Talent met wat kleinere knobbeltjes minder 
goed uit de bus. Op die twee na loopt de geschiktheid van de getoetste rassen 
als toetsplant voor de biotoets dus weinig uiteen. Vanaf mei 1986 is bij alle 
proeven het ras Norden als toetsplant gebruikt. 
4.2 Potgrootte, plantaantal per pot en leeftijd van de siazaaiTingen 
4.2.1 I_nl_eidj_ng_ 
Bij de toets van het Hilbrands Laboratorium wordt gewerkt met kleipotjes van 125 
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ml. Het is met die potgrootte vrijwel onmogelijk een grondmonster, gestoken 
volgens de voorschriften van Oosterbeek (40 prikken per 1/3 ha, tot 20 cm 
diepte), van twee liter in z'n geheel te toetsen. Doordat dan 16 potjes per 
monster nodig zijn, zou de bewerkelijkheid te groot worden. Daarom worden uit de 
grondmonsters voor de biotoets submonsters getrokken. Ook worden er meerdere 
goudsbloemen per pot gezaaid. Het optimaal aantal plantjes per pot was niet 
bekend. 
Op het PAGV was men na oriënterend onderzoek al overgeschakeld op een 
'kluitplantjes-systeem'. Goudsbloem werd in potgrond op polystyreen trays 
gezaaid en na circa drie weken verspeend op de te toetsen grond. Per potje van 
325 ml werden twee kluitplantjes verspeend. 
Met betrekking tot dit onderwerp was het volgende aan de orde: het aantal 
toetsplanten per pot en de potgrootte zijn belangrijke factoren bij de vorming 
van de ondergrondse massa. De vraag was: maakt het uit voor welke combinatie 
van deze twee factoren wordt gekozen of blijft het aantal knobbeltjes per plant 
c.q. per pot gelijk? 
Ook de leeftijd van de zaailingen zou invloed kunnen hebben op het groeiverloop 
na het verspenen. De tolerantie van een plant voor aaltjesaantasting hangt 
namelijk in grote mate af van z'n leeftijd. Hieruit volgde de vraagstelling: is 
de leeftijd van zaailingen van de toetsplanten bij het verspenen van grote 
invloed op het toetsresultaat? De opzetten en resultaten worden in de volgende 
twee subparagrafen behandeld. Daarbij worden de onderwerpen 'plantaantal per 
pot' en 'potgrootte' samen behandeld vanwege de onderlinge afhankelijkheid en 
beïnvloeding van deze factoren. 
4.2.2 Potgrootte_er[ £lantaantal_ per_ pot 
Opzet 
De twee studenten hebben bij een gelijkblijvend plantaantal per pot een proef 
uitgevoerd met drie potgrootten, t.w. 260, 325, 560 ml, waarbij met besmette 
grond en goudsbloem als toetsplant is gewerkt. Met een gelijkblijvende 
potgrootte is door het plantaantal per pot te variëren van 1 t/m 5 het effect 
van het plantaantal op het aantal knobbeltjes per pot c.q. per plant onderzocht. 
Deze proef is uitgevoerd met inoculatie, waarbij circa 300 larven per pot 
ge'inoculeerd zijn. 
Resultaten 
Het gebruik van de kleinste plastic potjes heeft het bezwaar van de grote 
bewerkelijkheid door het grote benodigde aantal per monster, indien het grond-
monster in z'n geheel zou worden getoetst. Dat bezwaar zou kunnen worden onder-
vangen door uit het grondmonster een submonster te nemen en dat in de kleine 
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potjes te toetsen. Dit heeft echter als zwaarwegend nadeel dat behalve de 
monsterfout van het grondmonster een extra fout bij het nemen van een submonster 
wordt geïntroduceerd. Gezien de vaak heterogene verspreiding van een besmetting 
van M. hapla in de grond neemt de kans op grote monsterfouten, en hiermee een 
vertekend biotoetsresultaat, toe. Op grond van deze overweging viel de kleinste 
potgrootte af. 
Ook de grootste pot kwam niet in aanmerking, omdat met het bevochtigen met een 
vochtige viltmat onder de potten de capillaire opstijging bij de soms zeer 
lichte monstergrond te wensen overlaat. De vochtigheidsgraad van de grond bij de 
biotoets is belangrijk, vanwege de vochtafhankelijkheid van de mobiliteit van de 
larven in de grond. Te droge grond zou de beweging van de larven in de grond 
bemoeilijken. 
Daarmee bleef de potgrootte 325 ml over. Bij dit formaat is de capillaire 
opstijging vanuit de viltmat voldoende en is bij toetsing van het gehele monster 
te volstaan met 5 potten per monster. (De werkelijke inhoud van de potten is 
door pakking van de grond ca 400 ml, losgestort gemeten.) De keuze van het 
aantal toetsplanten per pot werd met de overstap op sla veel eenvoudiger. Met 
één plant per pot worden de meest vitale, goed ontwikkelde toetsplantén verkre-
gen. Die ene plant per pot bleek in een pot van 325 ml tevens voldoende 
ondergrondse massa te vormen. 
Er waren echter voor de overstap op sla al proeven gedaan met betrekking tot dit 
onderwerp. De resultaten daarvan, weergegeven in de tabellen 4a en 4b tonen aan 
dat het effect van het plantaantal per pot bij goudsbloem gering tot nihil is. 
Tabel 4a. Aantallen knobbeltjes per pot bij variërende aantallen planten per pot. 
Aantal 
per pot 
1 
2 
3 
4 
5 
planten gem. 
120,8 
106,3 
113,0 
133,3 
109,5 
1 
73,0 
128,0 
152,0 
106,0 
121,0 
Parallel 
2 
156,0 
111,0 
100,0 
142,0 
147,0 
3 
107,0 
94,0 
99,0 
131,0 
70,0 
4 
147,0 
92,0 
101,0 
154,0 
100,0 
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Tabel 4b. Aantallen knobbeltjes per plant bij variërende aantallen planten per 
pot. 
Aantal 
per pot 
1 
2 
3 
4 
5 
planten gem. 
120,8 
53,3 
37,8 
33,5 
22,0 
1 
73,0 
64,0 
51,0 
27,0 
24,0 
Parall 
2 
156,0 
56,0 
33,0 
36,0 
30,0 
el 
3 
107,0 
47,0 
33,0 
33,0 
14,0 
4 
147,0 
46,0 
34,0 
38,0 
20,0 
4.2.3 Leeftijd_van_de_ z:aai Vingen 
Opzet 
Met betrekking tot dit onderwerp zijn twee proeven uitgevoerd, een met besmette 
grond en een met inoculatie. Bij beide proeven is gewerkt met 2, 2è, 3 en 3i 
weken oude si a-zaailingen. 
Resultaten 
Er bleek dat de invloed van de aantasting op de toetsplant bij de inoculatie-
proeven anders is dan bij proeven op besmette grond. Het inoculeren werd meestal 
enkele dagen na het verspenen uitgevoerd. Ook bij de hogere aantallen larven per 
pot groeide een betrekkelijk kleine zaailing (ca drie weken oud) nog uit tot een 
vitale toetsplant. Toen hetzelfde geprobeerd werd op besmette grond ging het mis: 
de slaplanten bleven erg klein en vormden weinig wortels. Waarschijnlijk heeft 
de aantasting direct na het verspenen door al in het monster aanwezige vrijleven-
de larven van M. hapla en/of andere soorten nematoden grote invloed op het 
latere groeiverloop. 
Oudere slaplantjes bleken een betere tolerantie voor aantasting door nematoden 
te hebben. 
Bij toetsing van veldmonsters mogen de slaplantjes bij het verspenen dus 
niet te klein zijn. Bij zaai op scherp zand en opkweek bij 20 C moeten de 
plantjes minstens vier weken oud zijn. 
4.3 Werkwijze bij de opkweek van de toetsplanten 
4.3.1 Xnlelclln£ 
Bij de opkweek van de toetsplanten zijn twee fasen te onderscheiden, namelijk 
de fase voor en de fase na het verspenen. Voor wat betreft de klimaatomstandig-
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heden in de kas zijn er voor beide fasen geen verschillen. De zaailingen worden 
na het verspenen weer in dezelfde kasafdeling teruggeplaatst. 
Bij de opkweek in de eerste fase was voor het onderzoek alleen het punt van het 
opkweekmedium van belang. Bij de in eerste instantie gehanteerde kluitplantjes-
methode werd gewerkt met potgrond, wat het latere schoonspoelen bleek te 
bemoeilijken. De in de potgrond aanwezige kluitjes organisch materiaal bleken 
moeilijk uit het wortelstelsel te spoelen, hetgeen de tijdsduur van het schoon-
spoelen aanzienlijk verlengde. Om dit bezwaar te ondervangen is geprobeerd de 
sla op puur scherp zand te zaaien. 
Na het verspenen spelen met name de volgende aspecten een rol: 
- bevochtiging; 
- belichting; 
- temperatuur. 
4.3.2 0_pkwe_ekme_d!um voor_de_ zaaiVingenx b_evo£htigj'ng_e£ belichting 
Per deelonderwerp worden de relevante resultaten weergegeven. 
- Opkweekmedium voor de zaailingen: Het opkweken van de zaailingen van sla op 
scherp (voedselarm) zand bleek goed mogelijk door 1 à 2 maal per week enkele 
milliliters van een voedingsoplossing (bijvoorbeeld 1 gram 16+9+9/liter) toe te 
dienen. Het verspenen kost niet meer tijd dan met het zaaien in potgrond op 
polystyreen trays. Als de te toetsen grond zelf niet te veel grotere organi-
sche deeltjes bevat, kost het latere schoonspoelen van de wortels minder tijd. 
(Afhankelijk van de grond kan het tot 50% in tijd schelen.) 
- Bevochtiging: Op het PAGV wordt gewerkt met viltmatten op de tabletten. Omdat 
de larven voor hun beweging in de grond ook van water afhankelijk zijn, is het 
belangrijk dat het vochtgehalte van de potten niet storend is voor die beweging. 
Niet te laag dus., maar ook niet te hoog omdat dan de hoeveelheden zuurstof in de 
grond te gering worden. Dat is zowel voor de larven als voor de ontwikkeling van 
het wortelstelsel ongunstig. 
In principe is met een vochtige viltmat een goede bevochtiging van de potten te 
bewerkstelligen. De praktijk heeft echter ook geleerd dat er wel de nodige 
aandacht aan moet worden besteed, zeker in het voorjaar en de zomer als door de 
hogere instraling de temperatuur en daardoor de verdamping enorm snel kunnen 
toenemen. 
Uit de resultaten van een proefje bleek dat de larven van M. hapla zich 
niet via de viltmatten kunnen verspreiden. 
- Belichting: Tot in het voorjaar van 1986 werden in de kas hogedruk kwik-
lampen gebruikt. De intensiteit en samenstelling van het licht van die lampen 
laat te wensen over. Daardoor was de vitaliteit van de toetsplanten matig. Dit 
was mogelijk ook de oorzaak van het in de winter van 1985/1986 geconstateerde 
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verschijnsel dat op flink besmette grond weinig tot geen aantasting door M. 
hapla op de toetsplanten werd gevonden. Toen overgeschakeld werd op natrium 
Son-t lampen (400 Watt) waren die problemen verleden tijd. De lichtopbrengst 
en het uitgezonden spectrum van dat type lampen bleken nu wel voldoende voor 
het opkweken van vitale goudsbloem- en later slaplanten. De lichtopbrengst 
ervan ligt bij de op het PAGV gehanteerde installering op circa 5000 lux. Er 
werd bij het inschakelen van de belichting een drempelwaarde voor instraling 
van 100 Watt/m2 aangehouden. 
4.3.3 Temper atu_u£ 
Inleiding 
De invloed van de temperatuur op een aantal processen is enigszins verschillend 
(2, 15, 34, 36, 39, 42, 47 en 48). Voor de mobiliteit van de larven is het 
temperatuursoptimum wat afwijkend van die voor eiontwikkeling. Hetzelfde geldt 
voor penetratie van de wortels door de larven van M. hapla. Om de mogelijkheden 
van uitvoering van de biotoets qua temperatuur vast te stellen, is daarom de 
marge bepaald waarbinnen de temperatuur tijdens de uitvoering mag variëren 
zonder dat het toetsresultaat significant verandert. Bij een ruime marge zouden 
er wat minder strenge eisen aan de uitvoering, althans wat temperatuur betreft, 
gesteld hoeven worden. 
Opzet 
Twee pogingen om dit op het PAGV in de kas te onderzoeken mislukten vanwege een 
niet nauwkeurig genoeg regelbaar temperatuurregime in de kas. Daarna zijn de 
mogelijkheden nagegaan om dit deelonderzoek in Wageningen uit te voeren. Het 
bleek helaas niet mogelijk de hele reeks temperaturen, die op basis van litera-
tuuronderzoek was samengesteld, op eenzelfde plaats te toetsen. Door een 
combinatie van twee plaatsen, IVT en SVP, kon de hele reeks getoetst worden. 
Omdat het op het SVP in klimaatkasten en op het IVT in kassen moest gebeuren, 
waren er verschillen tussen bepaalde objecten qua belichting en bevochtiging. 
Daarom is voor het volgende compromis gekozen. Op het IVT zijn de objecten 14, 18 
en 22°C ingezet, op het SVP 22 en 26°C. Met die overlap bij 22°C kon de invloed 
van de genoemde factoren op het resultaat van de biotoets gecontroleerd worden. 
Ook bij deze proef is gewerkt met inoculatie. Enkele dagen na het verspenen op 
aaltjesvrije grond zijn de larven erbij ge'inoculeerd. Dezelfde dag zijn de in 
vijfvoud uitgevoerde objecten ingezet op het IVT en de SVP. 
Resultaten 
Het bleek dat de marge waarbinnen het toetsresultaat niet significant verandert 
vrij ruim is, namelijk van 18-26°C. Dit betreft dan de dagtemperatuur. De 
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ervaring, opgedaan bij de voor dit onderzoek uitgevoerde proeven, heeft geleerd 
dat 's nachts de temperatuur wat lager, rond 15°C, mag zijn. 
4.4 Verkorting van de toetsduur 
Inleiding 
De laatste stap bij de biotoets is het schoonspoelen van de wortel stel sel s en 
het aantal daarop gevormde knobbels tellen. Voor de winter kan nog niet worden 
getoetst omdat de verdeling van de afname van de populatie in de tijd nog te 
weinig is onderzocht. Daarom is het wenselijk de toetsduur te verkorten, zodat 
de verkregen besmettingsgegevens op een zodanig tijdstip beschikbaar komen dat 
de praktijk er nog op kan inspelen. 
Opzet 
In dit kader is een proef uitgevoerd met een variërend interval tussen het 
verspenen van de goudsbloem op besmette grond en het beoordelen. De intervallen 
waren 5, 6, 7 en 8 weken. Bij de keuze van de lengte van de intervallen speelde 
de volgende overweging: de eventueel in een grondmonster aanwezige eitjes moet 
de tijd gegeven worden uit te komen. Door de nog geringe kennis op dit gebied 
van de populatiedynamica van M. hapla is niet exact bekend wat de lengte van de 
ontwikkeling in het eitje bepaalt. Wel is bekend dat temperatuur een belangrijke 
rol speelt, echter ook verschijnselen als diapauze, zuurstofstress als gevolg 
van een hoog vochtgehalte van de grond e t c , kunnen een rol spelen. Uit de 
literatuur op dit gebied is niet alle benodigde informatie te destilleren, maar 
er zijn wel aanwijzingen te vinden dat dit proces bij circa 20°C enkele weken 
duurt. 
Omdat de symptoomexpressie vrij snel na de penetratie van de wortel optreedt 
(15), is als kortste interval een lengte van vijf weken aangehouden. Daarmee 
lijkt 
de kans dat er te weinig tijd voor eiontwikkeling en -uitkomst, penetratie en 
symptoomexpressie gegeven wordt vrij gering. Mocht dat proces onder de omstandig-
heden in de kas toch langer duren, dan zou dat tot uiting komen in de objecten 
met langere intervallen. Langer dan 7 à 8 weken is voor een voorjaarstoetsing 
niet relevant, omdat de gegevens dan voor de praktijk veel te laat beschikbaar 
zouden komen. In het kader van verkorting van de toetsduur is een proef met 
betrekking tot het verloop van de symptoomexpressie in de tijd uitgevoerd. In de 
tabel op de volgende pagina is het resultaat hiervan weergegeven. (Op de 
resultaten is een wortel transformât!'e (x= /x + /x+I) uitgevoerd om de voor een 
F-toets vereiste normale verdeling in de proefresultaten meer te benaderen.) 
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Tabel 5. Getransformeerde aantallen knobbeltjes per pot bij twee temperaturen en 
vier beoordelingstijdstippen. 
temperatuur 17°C (dag) 24°C (dag) 
beoordelings- parallel parallel 
tijdstippen 1 2 3 4 5 gem. 1 2 3 4 5 gem. 
na 5 weken 39,1 35,0 33,6 38,8 26,5 34,6 33,8 37,1 31,2 27,6 45,1 35,0 
na 6 weken 33,7 34,4 31,6 39,9 36,1 35,1 35,1 26,0 34,1 27,6 26,6 29,9 
na 7 weken 36,0 34,3 34,5 33,4 34,1 34,5 25,5 23,0 29,4 31,6 34,1 28,7 
na 8 weken 30,7 30,2 39,5 34,7 30,0 33,0 35,5 26,0 33,7 28,2 40,0 32,7 
Tukey-grenswaarde Tukey-grenswaarde 
behandelingen (P= 0,05): 6,6 behandelingen (P= 0,05): 9,7 
In de gemiddelden van het aantal knobbeltjes traden geen significante objectver-
schillen op, zodat geconcludeerd kan worden dat de minimaal benodigde tijdsduur 
van vijf weken tevens voldoende is om een met een biotoets aantoonbare besmet-
ting volledig tot expressie op de toetsplanten te laten komen. 
4.5 Methode van beoordelen 
Opzet 
Voor de methode van beoordelen is nagegaan wat voor alternatieven er mogelijk 
waren voor het tellen van de knobbeltjes. De knobbeltjes en de verhoogde 
zijwortelvorming veroorzaken een gewichtstoename van het wortel stel sel. De 
mogelijkheid om dit als indicator van de besmettingsgraad te gebruiken is als ' 
tweede variabele in het onderzoek naar verdunning van besmette grond (par. 3.3) 
meegenomen. Daarbij zijn voor een bepaalde besmettingsreeks, die met het 
verdunnen was verkregen, de bijbehorende gewichten van de wortel stel sel s 
bepaald. Met behulp van regressie-analyse is de correlatie tussen het besmettings-
niveau en het gewicht van de wortel stel sel s bekeken. Tevens is bij de Stiboka 
nagegaan wat de mogelijkheden waren met optische registratiemethoden. 
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Resultaten 
Aan de manier van beoordelen is gedurende het onderzoek weinig veranderd. 
Het gewicht van de wortel stel sel s bleek laag gecorreleerd (r = 0,4) met de 
besmettingsgraad en is daarvoor dus een slechte indicator. 
De mogelijkheid van het scannen van de aangetaste wortel stel sel s van de toetsplan-
ten is na overleg met de Stiboka niet verder onderzocht. De huidige mogelijk-
heden met scanning zouden niet voldoende zijn om het (tamelijk nauwkeurige) 
tellen te vervangen of zelfs te benaderen in nauwkeurigheid. Bovendien is de 
ontwikkeling van het wortel stel sel van veel meer factoren afhankelijk dan 
alleen de besmettingsgraad met M. hapla. 
4.6 Voorspellende waarde van de biotoets 
Inleiding 
Bij de bespreking van de tot nu toe gehanteerde methoden om de besmettingsgraad 
van een grondmonster vast te stellen (hoofdstuk 2) kwam al naar voren dat het 
belangrijkste nadeel van de huidige biotoetsmethodiek is, dat het een voorjaars-
bepaling is. Ondanks eventuele mogelijkheden tot verkorting van de toetsduur 
blijft het bezwaar gelden dat de besmettingsgegevens te laat beschikbaar komen 
om er optimaal op te kunnen inspelen. Bepaalde maatregelen vragen nu eenmaal een 
goede planning vooraf (bijvoorbeeld grondontsmetting). Tevens speelt het weer 
een belangrijke, onvoorspelbare rol, doordat bijvoorbeeld late vorst het bemons-
teren flink kan ophouden. 
De waarde van de biotoets voor de praktijk zou aanzienlijk groter worden, indien 
deze eerder kan worden uitgevoerd en aan de hand daarvan een in het voorjaar 
resterende besmetting kan worden voorspeld. Daarvoor zou bekend moeten zijn hoe 
de verdeling is van de afname van een populatie van M. hapla gedurende de 
gewasloze periode. Helaas is dat niet het geval en wordt er verder op dit punt 
weinig onderzoek gedaan. Daarom is besloten het onderzoek aan dit aspect van de 
populatiedynamica van dit aaltje zelf ter hand te nemen, middels een oriënterend 
onderzoek op het L.U.-proefveld op wageningen-Hoog. 
Opzet 
Op vier veldjes van dat proefveld is gedurende de periode september 1986 tot 
april 1987 door middel van bemonsteringen met een twee-maandelijkse tussenpoze 
het verloop van de M. hapla-populatie globaal bijgehouden. 
Uit eerdere bemonsteringen was gebleken dat op deze vier veldjes van de Me-
loidogyne-soorten alleen M. hapla voorkomt. (Gegevens van de LU-nematologie.) 
Geprobeerd is de resultaten van het spoelen en inoculeren van de, aan wisselen-
de weersomstandigheden onderhevige, vers gestoken veldmonsters af te zetten 
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tegen een soort nulobject. Daartoe fungeerde een zogenaamd moedermonster: 
per veldje is aan het begin van de proef, bij de eerste bemonstering, een groot 
monster genomen dat in de conditioneerruimte van het PAGV bij een constante 
temperatuur van 3°C werd bewaard. Parallel aan de 'verse' monsters werd dan op 
ieder bemonsteringstijdstip een submonster uit het moedermonster genomen dat ook 
gespoeld en ge'incubeerd werd. Uit de verschillen in het verloop van de M. hapla-
populatie bij monsters van de beschreven objecten, kon iets over de weersinvloe-
den op dat verloop in het veld afgeleid worden. 
Bij de eerste drie bemonsteringen zijn ook biotoetsen met de grondmonsters 
uitgevoerd. 
Resultaten en discussie 
De resultaten van deze oriënterende proef zijn grafisch weergegeven in de 
figuren 2a en 2b. (De getallen voor de lijnen zijn de veldnummers.) 
Fig. 2a. Populatieverloop van M. hapla op vier veldjes van proefveld Wageningen-
Hoog en het gemiddelde van september 1986 tot april 1987. 
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Fig. 2b. Populatieverloop van M. hapla in de moedermonsters van de vier veldjes 
en het gemiddelde van september 1986 tot april 1987. 
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analyse-tijd stippen 
Als de lijn van het gemiddelde van de veldmonsters wordt afgezet tegen die van 
de moedermonsters, blijkt de populatie onder invloed van het weer sterk in omvang 
af te nemen gedurende najaar en winter. In maart loopt onder invloed van de 
stijgende temperatuur de populatie weer op, waarschijnlijk doordat dan de 
overwinterde eitjes (na een periode van diapauze ?) uitkomen. De mate van 
afname (gemiddeld 74%) komt ongeveer overeen met wat in de literatuur vermeld 
wordt. De toename in maart is echter onverwacht. Er is na de 24e maart niet meer 
bemonsterd, omdat vrij snel na die bemonstering een kerende grondbewerking is 
uitgevoerd. Waarschijnlijk buigt die lijn weer om in een afname tot aan het 
zaaien, poten of planten van een gewas, omdat tot die tijd weinig (misschien 
enkele onkruiden) of geen waardplanten op het veld aanwezig zijn. 
De curve is waarschijnlijk niet representatief voor alle zandgronden. Wage-
ningen-Hoog is een hoge, zeer lichte zandgrond die dus relatief snel zal 
opwarmen. Op zandgronden met andere eigenschappen zal het opwarmingsproces in 
het voorjaar anders verlopen en daarmee wellicht ook het populatieverloop van M. 
hapla. 
Uit deze resultaten zou de conclusie kunnen worden getrokken dat het tijdstip 
van bemonsteren zeer belangrijk is voor het toetsresultaat. Als echter behalve 
het verloop van de spoel- en incubatiecijfers het verloop van de bio-
toetsresultaten in ogenschouw wordt genomen, komt een aspect aan het licht dat 
die conclusie kan wijzigen. Dan blijken namelijk enigszins dezelfde tendensen als 
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bij de spoel- en incubatiecijfers te herkennen, alleen liggen de waarden van de 
biotoetsresultaten op een veel lager niveau en zijn de verschillen minder 
extreem. Op grond van deze resultaten is de volgende hypothese opgesteld: 
met de biotoets wordt alleen het aantal vitale larven in de grond bepaald. De 
populatie-afname die met het biotoetsen van de monsters gevonden wordt, is de 
afname van het aantal vitale larven, die gedurende de gewasloze periode dan vrij 
gering zou zijn. Het grootste deel van de populatie- afname wordt veroorzaakt 
door afsterving van het niet-vitale deel van de M. hapla populatie. 
De bewijsvoering voor deze hypothese is als volgt: bij spoelen en incuberen 
wordt de totale populatie-omvang in een grondmonster bepaald; er vindt geen 
selectie op vitaliteit plaats. De maxima in de populatiecurves liggen hierdoor 
op een veel hoger niveau dan bij het biotoetsen. Door de grote sterfte van de 
niet-vitale larven gedurende de gewasloze periode is het verloop in deze curves 
veel extremer dan bij het biotoetsen. Bij biotoetsen treedt wel selectie op 
vitaliteit op. Daardoor liggen de besmettingscijfers op een lager niveau. Uit 
het feit dat het verloop van deze cijfers gedurende de gewasloze periode veel 
vlakker is kan, zoals al eerder werd gesteld, geconcludeerd worden dat het 
aantal vitale larven veel minder sterk varieert. 
Deze hypothese zal in verder onderzoek moeten worden getoetst. Als die juist 
blijkt te zijn, zou dat betekenen dat het tijdstip van bemonsteren niet zo veel 
invloed op het biotoetsresultaat heeft en dat daardoor de mogelijkheden van deze 
toets ruimer worden, omdat niet perse in het voorjaar meer bemonsterd hoeft te 
worden. Het is voor de nauwkeurigheid van deze bepaling wel gewenst het verloop 
van het vitale deel van een M. hapla populatie in de grond gedurende de gewas-
loze periode exacter te bepalen. 
5. Onderzoek naar de relatie tussen aantallen knobbeltjes en larven 
5.1 Inleiding 
Het laatste in dit hoofdstuk te behandelen aspect betreft het onderzoek naar het 
verband tussen het aantal aaltjes in een monster en het aantal knobbeltjes dat 
ze op de wortels van de toetsplanten veroorzaken. Het betrouwbaar vaststellen 
van zo'n ijklijn werd makkelijker nadat kennis was genomen van de mogelijkheid 
het inoculeren te gebruiken in dit nematologisch onderzoek. Met dat inoculeren 
kunnen vrij nauwkeurig bepaalde besmettingen worden aangebracht. Indien zou 
blijken dat er een statistisch betrouwbaar verband tussen de twee genoemde 
grootheden vast te stellen is, zou met behulp van bepaalde statistische computer-
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programma's een regressielijn (ijklijn) berekend kunnen worden. 
Nadat het laatstgenoemde met de eerste ijklijn-proef was aangetoond, door middel 
van een zeer hoge correlatiecoëfficiënt, is een tweede doelstelling aan dit 
onderzoek toegevoegd. Bij het koppelen van zulke besmettingsgegevens aan een 
schadeverwachting wordt namelijk altijd gewerkt met besmettingsklassen. De 
tweede doelstelling werd, behalve het vaststellen van een ijklijn, te bepalen hoe 
nauwkeurig bepaalde besmettingsniveaus van elkaar te onderscheiden zijn (het 
zgn. "onderscheidend vermogen" van de biotoets). De belangrijkste aspecten van 
dit onderzoek zijn: de bepaling van de ijklijnfunctie en van twee factoren 
die mogelijk de reproduceerbaarheid beïnvloeden, namelijk het effect van het 
verhitten van de grond en de invloed van de herkomst van de populatie. 
De resultaten van alle ijklijnproeven zijn met variantie- en regressie-analyse 
op de computer statistisch geanalyseerd. In de volgende paragrafen worden de 
proefopzetten globaal weergegeven en de belangrijkste resultaten vermeld en 
bediscussieerd. 
5.2 De ijklijn 
Opzet 
Het bepalen van het verband tussen het aantal geinoculeerde larven en het 
aantal knobbeltjes is als volgt gebeurd: volgens de in paragraaf 3.1 beschreven 
werkwijze zijn larvensuspensies verkregen en geinoculeerd. Bij de eerste van de 
drie ijklijnproeven is hier wat van afgeweken. Het lukte toen helaas niet 
voldoende larven uit de eiproppen te lokken. Daarom is toen een bepaalde 
hoeveelheid besmette grond opgespoeld om een M. hapla bevattende aaltjessuspen-
sie te verkrijgen. 
Bij de eerste proef werd een inoculatiereeks van 0, 20, 40, 80, 160, 640 en 1280 
larven per pot gehanteerd. Als toetsplant is toen goudsbloem gebruikt. Daarna 
werd op sla als toetsplant overgeschakeld en is de proef herhaald met sla. Bij 
de derde proef, ook weer met sla, zijn, om het onderscheidend vermogen vast te 
stellen, bij de lagere besmettingsniveaus enkele objecten tussengevoegd. De 
inoculatiereeks zag er toen zo uit: 0, 20, 40, 80, 120, 160, 240, 320, 640, 1280 
en 3600 larven per pot. 
Resultaten en discussie 
Voor de overzichtelijkheid is dit tekstgedeelte in drie subonderwerpen verdeeld: 
correlatie aantal larven - aantal knobbeltjes, de ijklijnfunctie en het onder-
scheidend vermogen. 
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- Correlatie aantal larven - aantal knobbeltjes: in alle ijklijnproeven was de 
correlatiecoëfficiënt groter dan 0,90. Dat toonde het bestaan van een sterk 
verband tussen die twee variabelen aan. 
- De ijklijnfunctie: in de drie ijklijnproeven werd steeds een vrij laag 
infectiepercentage (aantal knobbeltjes uitgedrukt als percentage van het 
aantal ge'inoculeerde larven) gevonden. Tevens bleek de functie een kromme te 
zijn. Met een log-transformatie (x= log (x+1) respectievelijk y= log (y+D) 
bleek het mogelijk die kromme, met behoud van de betrouwbaarheid, tot een 
rechte te transformeren. Ter illustratie zijn in fig. 3 beide lijnen weerge-
geven. 
Fig 3a. Het ongetransformeerde verband tussen aantallen larven en knobbeltjes 
bij een van de ijklijnproeven. 
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Het in het verloop van het onderzoek gerezen vermoeden dat het lage infectie-
percentage veel met het inoculeren zelf te maken had, werd in een latere proef 
bevestigd (overlevingspercentage, zie paragraaf 3.1). Die wetenschap maakte het 
transformeren overbodig, want het verwerken van die gegevens in de ijklijn leidt 
tot de conclusie dat, tot een bepaald besmettingsniveau, globaal elke vitale 
larve een knobbeltje veroorzaakt op de toetsplantworteis. Dit gebeurt tot een 
bepaald besmettingsniveau, want er treedt met name bij hogere besmettingsniveaus 
ophoping van larven in knobbeltjes op (28). Daarnaast zijn er nog andere fac-
toren die het werken met een ijklijn bij hogere besmettingsniveaus bemoeilijken: 
een afnemend overlevingspercentage bij het inoculeren en mogelijk naderen van 
het 'verzadigingspunt' van het wortelstelsel van de toetsplant. 
- Het onderscheidend vermogen: de nauwkeurigheid van deze biotoets bleek groter 
dan verwacht. Zoals beschreven zijn de intervallen tussen de besmettingsni-
veaus in een ijklijnproef zo klein gemaakt dat het kleinste te onderscheiden 
significante verschil in aantal knobbeltjes tussen twee objecten kon worden 
vastgesteld. Uit onderzoek van Richter (28) kwam tevens naar voren dat in deze 
ook het knobbel formaat een mede bepalende factor is. Hij toonde aan dat een 
knobbel meer aaltjes bevat naarmate die groter is. 
Daarom is ook dit aspect in het onderzoek betrokken door bij een ijklijnproef 
het knobbelformaat als een extra variabele op te nemen. Het bleek dat het 
rendement van dat extra werk, het bepalen in welke formaatklasse (0-2, 1-4, 
4-6, 6-8 mm of groter) elk knobbeltje past, vrij klein is. Zoals bij het 
vorige punt al werd genoemd, was gebleken dat met de functie "1 vitale larve = 
1 knobbeltje" waarschijnlijk het verband tussen de twee variabelen betrouwbaar 
genoeg is weergegeven. Het tellen van de knobbeltjes per formaatklasse en het 
dan per klasse vermenigvuldigen met een bepaalde aan de inhoud gerelateerde 
factor, leverde geen grote verbetering op van het onderscheidend vermogen. 
Bij het bepalen van dat onderscheidend vermogen is er, op grond van de zojuist 
vermelde proefresultaten, van uitgegaan dat elk knobbeltje op een toetsplant-
wortel overeenkomt met een vitale larve van M. hapla in het getoetste grondmon-
ster. De verschillen tussen de ijklijnen van de drie ijklijnproeven bleken 
niet significant. Daarom is uit de gegevens van de proeven per object een 
gemiddelde berekend. (Voor alle duidelijkheid zal, bij de navolgende opsomming 
van cijfers, tussen haakjes het aantal ge'inoculeerde larven vermeld worden.) 
Die reeks significant van elkaar verschillende objecten ziet er, uitgedrukt 
per 100 ml grond, als volgt uit: (0) 4 (10) - 16 (40) - 34 (160) - 50 (320). 
Bij het laten meewegen van het knobbel formaat komt alleen tussen de niveaus 4 
en 16 nog een significant onderscheidbaar object '8 vitale larven per 100 ml' 
(20 ge'inocu leerde larven per 100 ml). Mocht in de toekomst uit te voeren 
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schadeonderzoek uitwiizen dat die extra onderscheiding van een besmettinqsklas-
alle grondmonsters deels gebiotoetst en deels gespoeld en ge'incubeerd. Daarmee 
is getoetst of het - met betrekking tot de ijklijn uit het aantal knobbeltjes 
berekende - aantal aaltjes globaal overeenkwam met het aantal dat bij het 
spoelen en incuberen was gevonden. 
Resultaten en discussie 
In tabel 6 zijn de resultaten van de als tweede beschreven proef weergegeven. 
Tabel 6. Resultaten van het zowel biotoetsen als spoelen en inoculeren van 
grondmonsters op een aantal tijdstippen van monstername. 
veld 
nr. 
21 
21 M 
42 
42 M 
77 
77 M 
91 
91 M 
21 • 
analyse 
456 
644 
-
419 
660 
697 
164 
106 
-9- '86 
biotoets 
6 
8 
9 
10 
21 
14 
18 
11 
bemonsteringstijdstip 
18 
analyse 
274 
724 
378 
528 
458 
620 
116 
172 
-11 -'86 
biotoets 
14 
18 
16 
17 
33 
35 
20 
27 
14-
analyse 
103 
602 
146 
465 
145 
472 
56 
62 
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bi 
•'87 
otoets 
8 
18 
10 
15 
17 
20 
22 
26 
24-3-'87 
analyse 
268 
390 
248 
518 
290 
548 
100 
70 
Er kon geen significant effect van het verhitten van de grond op de aantasting 
van de toetsplanten door geinoculeerde larven van M. hapla worden aangetoond. 
Dat is dus geen verklaring voor hetgeen gevonden werd bij het deels biotoetsen 
en deels spoelen en inoculeren van veldmonsters. Het blijkt dat hoewel geen 
effect van verhitting van de grond aantoonbaar is, er tussen de spoel-incubatie-
en de biotoetscijfers geen met de ijklijn overeenkomend verband is. Er lijkt 
zelfs in het geheel geen verband tussen die twee variabelen per monster; voor 
analyse-cijfers in een zelfde orde van grootte kunnen sterk verschillende 
aantallen knobbeltjes gevonden worden. Blijkbaar spelen er andere factoren een 
rol bij het genoemde verband. 
Door de resultaten van het onderzoek naar de ijklijnfunctie toe te passen, is 
een mogelijke verklaring voor het bovenstaande af te leiden. Met grote waar-
schijnlijkheid werd aangetoond dat globaal en tot een bepaald besmettingsniveau 
elk knobbeltje wordt veroorzaakt door een vitale larve. Het verband omgedraaid 
-30-
toegepast op de biotoetsen van de veldmonsters, leidt tot de conclusie dat 
blijkbaar niet elke bij het spoelen en incuberen getelde larve zo vitaal is dat 
die een toetsplantwortel kan infecteren. Het is met andere woorden de vraag of 
spoel- en incubatiecijfers wel gekoppeld kunnen worden aan biotoetscijfers. Het 
lijkt reëel te stellen dat de cijfers niet van dezelfde aard zijn. In deze 
gedachtengang is de volgende logische stap dat de biotoets, binnen de gestelde 
beperkingen, een betrouwbaarder beeld geeft van het aantal voor een gewas 
pathogène larven van M. hapla in een grondmonster. 
Aan het werken met exacte aantallen larven kleven de nodige bezwaren, omdat in 
de statische berekeningen nu eenmaal altijd met betrouwbaarheidsintervallen 
wordt gerekend. Daarom wordt in het volgende hoofdstuk een indeling in besmet-
tingsklassen uitgewerkt. 
6. De nieuwe biotoets-methodiek en een indeling in besmettingsklassen 
Het uiteindelijke resultaat van het onderzoek aan de biotoets is een nogal 
gewijzigde manier van uitvoering van de biotoets voor M. hapla ten opzichte van 
de toets van het Hilbrands Laboratorium. Gebaseerd op de resultaten van de 
ijklijnproeven is tevens een statistisch onderbouwde indeling in besmet-
tingsklassen gemaakt. 
6.1 Indeling in besmettingsklassen 
De ijklijn is dus niet bruikbaar om een exact aantal aaltjes in een grond-
monster te bepalen. Dat is voor het uitbrengen van een advies over te ver-
wachten schade ook niet nodig. Wel is gebleken dat de nauwkeurigheid van de 
biotoets zodanig is dat een betrekkelijk fijne indeling in besmettingsklasse te 
maken is. 
De basis voor de indeling zijn de resultaten van het'onderzoek naar het on-
derscheidend vermogen van de biotoets (paragraaf 5.2 ). De waarden uit de daar-
bij vermelde significantiereeks van besmettingsniveaus dienen als klassegrenzen. 
De indeling ziet er dan als volgt uit. 
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Tabel 7. Indeling in besmettingsklassen. 
aantal knobbels per 100 ml grond besmettingsklasse 
0 niet aantoonbaar 
1-4 licht besmet 
5-15 matig besmet 
16-34 vrij zwaar besmet 
34-50 zwaar besmet 
>50 zeer zwaar besmet 
Deze indeling is een voorlopige, evenals de nu volgende koppeling van scha-
deverwachtingen bij bepaalde gewassen aan de klassen. Verder onderzoek zal 
moeten uitwijzen of deze indeling bruikbaar en betrouwbaar is. Ook moeten de 
schadedrempels van de verschillende gewassen exacter bepaald worden. 
Voor de meest gevoelige gewassen (peen, schorseneer en witlof) is de kans op 
schade groot in de klasse 'licht besmet'. Of schade aanvaardbaar is hangt sterk 
af van de weersomstandigheden tijdens het groeiseizoen. In de volgende klasse 
zal de schade in die gewassen onaanvaardbaar zijn en moet teelt van de gewassen 
op het betreffende perceel ontraden worden. 
Voor de gewassen erwt en suikerbiet is de kans op onaanvaardbare schade in de 
klasse 'matig besmet' vrij groot, in de klasse 'vrij zwaar besmet' zeer groot. 
Voor de resterende gewassen zijn nog weinig zinnige uitspraken over schadever-
wachting bij een bepaalde besmettingsgraad te doen. Binnen een gewas geldt 
bovendien nog dat er aanzienlijke rasverschillen qua gevoeligheid kunnen zijn. 
6.2 Volledige beschrijving biotoets-methodiek 
De toetsing ziet er nu in chronologische volgorde van uitvoering als volgt uit. 
Bij de monstername, waarvan qua tijdstip voorlopig nog wordt geadviseerd dit zo 
kort mogelijk voor het begin van het groeiseizoen te doen, wordt een grond-
monster van circa 1800 ml verzameld. Dit gebeurt volgens de voorschriften van 
het Bedrijfslaboratorium voor Gewas- en Grondonderzoek te Oosterbeek: per 
monster 60 prikken per ha, met een bouwlandboor (doorsnede 1,4 cm) tot 20 cm 
diepte. Indien niet direct na het monsteren kan worden getoetst, dienen de 
monsters .koel bewaard te worden bij-een temperatuur tussen 1 en 3°C. 
De toetsplant, sla cv. Norden, wordt gezaaid op hardplastic trays gevuld met 
scherp zand. Om het weglopen van het zand door de gaatjes in de bodem van de 
tray te voorkomen, wordt eerst een laagje vermiculiet in de tray gestrooid. Om 
te sterke uitdroging te voorkomen wordt na zaai ook een laagje vermiculiet over 
het zand gestrooid. Tijdens de circa vier weken durende opkweek in de kas worden 
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één à twee maal per week per plantje enkele milliliters van een voedingsoplos-
sing (1 gram 16+9+9/1 iter) toegediend. De temperatuur is rond 20°C overdag en 
15°C 's nachts. 
Daarna worden de toetsplantjes verspeend op de te toetsen grond. Deze is 
verdeeld over vijf potjes van 325 ml (10 AK), die 400 ml grond (gemeten los-
gestort in een maatcilinder van 1000 ml) kunnen bevatten. 
Na het verspenen worden ze gedurende vijf weken bij eenzelfde temperatuurregime 
als bij de opkweek van de zaailingen, opgekweekt. Indien nodig worden ze belicht 
met Son-t lampen (400 Watt). De instelling van de belichting is zodanig dat de 
lichtintensiteit op het tablet circa 5000 lux is. Als minimum voor de instra-
ling die als drempelwaarde voor inschakeling van de belichting geldt, is 100 
Watt/m2 ingesteld. 
Vijfendertig dagen na het verspenen kunnen de toetsplanten beoordeeld worden. De 
wortel stel sel s worden schoongespoeld en het aantal knobbeltjes wordt geteld door 
het wortelstelsel uit te leggen in een grote petrischaal met een rasterverdeling 
op de bodem. De aantallen knobbeltjes per pot kunnen worden opgeteld en herleid 
naar een aantal per 100 ml (losgestorte) grond. Met behulp van de eerder 
beschreven schaal indeling kan dan de graad van besmetting van het getoetste 
monster afgeleid worden. 
7. Aanbevelingen voor toekomstig onderzoek 
Aan de hand van de resultaten van het onderzoek kan worden gesteld dat het 
aannemelijk is dat bij de biotoets voor M. hapla het resultaat een betere 
afspiegeling is van de voor een gewas van belang zijnde besmettingsgraad dan bij 
een laboratorium-bepaling. Het biologisch resultaat van een biotoets lijkt 
bruikbaarder dan het 'technisch' resultaat van een laboratoriumbepaling zoals 
bijvoorbeeld het spoelen en incuberen. 
Met het bovenstaande als uitgangspunt richten de aanbevelingen zich op drie 
gebieden van onderzoek: 
1. Verdere toetsing van bruikbaarheid van de biotoets voor de praktijk c.q. het 
praktijkonderzoek. 
2. Schade-onderzoek. 
3. Fundamenteel onderzoek als onmisbare partner voor het veldonderzoek. 
ad 1. Nu van de mogelijkheden met de toets een beeld is verkregen, moet aandacht 
worden besteed aan een volgende stap, namelijk de relatie tussen het 
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biotoetsresultaat en de werkelijk optredende schade in het veld. Voor een 
goede bruikbaarheid van de toets moet de correlatie tussen die twee 
variabelen groot zijn. Op grond van de tot nu toe verkregen resultaten 
mag worden verwacht dat de correlatie hoger is bij gebruik van de biotoets 
dan bij een laboratorium-analyse. In het veldonderzoek van het PAGV zal 
dit aspect een ruimere plaats krijgen. 
ad 2. Als de bij punt 1 genoemde correlatie hoog genoeg blijkt te zijn, kan het 
schadeonderzoek gedetailleerder worden opgezet. Het variëren van het 
besmettingsniveau van de veldjes zou dan op een andere manier moeten 
gebeuren dan tot nu toe is gebeurd. Tot nu toe is steeds door middel van 
(nat) ontsmetten met verschillende doseringen gepoogd een aantal besmet-
tingsniveaus aan te brengen. Deze methode is echter zeer 'rigoreus' omdat 
de gehele microflora en -fauna wordt beïnvloed. Beter zou zijn de 'even-
wichtssituaties' met verschillende dichtheden van M. hapla na te bootsen. 
Dit kan door het gericht telen van waard- c.q. niet-waardplanten op het 
proefveld gedurende een bepaald aantal jaren. 
ad 3. Ook in dit onderzoek bleek de noodzaak van fundamentele kennis van het 
organisme waarop het onderzoek zich richt. Met die kennis zouden 
bepaalde proefresultaten beter of makkelijker te verklaren zijn. 
Voor M. hapla is in relatie tot de biotoets en het schade-onderzoek met 
name op de volgende punten meer fundamentele kennis gewenst: 
- Populatieverloop: hoe is het verloop van de biotoetsresultaten geduren-
de de gewasloze periode? Dit is van belang voor het onderzoek naar 
mogelijkheden van vervroeging van uitvoering van de toets. Tevens zijn 
exactere gegevens nodig over hoe een populatie onder een bepaald gewas 
of tijdens een gewasloze periode verandert. Er zou dan een betere 
afstemming van de bedrijfsvoering (bouwplan, vruchtopvolging, gebruik 
van nematiciden of nematostatica (granulaten) etc.) op de besmettings-
problemen op een bedrijf mogelijk zijn. 
- Diapauze: wanneer treedt deze op, wat is het eventuele belang ervan voor 
de biotoets? 
- Interacties tussen M. hapla en andere bodemorganismen: dit kan de 
inzichten verscherpen in de relatie tussen besmettingsniveau en veroor-
zaakte schade. 
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Samenvatting 
De besmetting met het Noordelijk wortelknobbelaaltje (Meloidogyne hapla) is een 
in omvang toenemend probleem bij de akkerbouw op de lichtere gronden. Met het 
vervangen van granen in het bouwplan door di'cotyle gewassen worden er steeds 
meer en intensiever waardgewassen verbouwd, waardoor populaties zich makkelijk 
tot schadelijke niveaus kunnen opbouwen. 
Er ontbreekt een betrouwbare methode om het in de grond aanwezige infectiepoten-
tieel van een M. hapla-populatie te meten. Er zijn wel methoden 
ontwikkeld om de totale besmettingsgraad van een grondmonster met M. hapla te 
bepalen, maar die zijn vrij arbeids- en kennisintensief en dus duur. Bovendien 
wordt daarbij slechts het aantal exemplaren van een aaltjessoort bepaald en de 
pathogeniteit ervan niet of nauwelijks. 
Met een biotoets zouden die bezwaren mogelijk grotendeels te ondervangen zijn. 
Biotoetsen zijn namelijk meestal vrij eenvoudig uitvoerbaar en het organisme 
wordt in het totale bodemcomplex getoetst. Bij het tot stand komen van het 
toetsresultaat spelen dus ook vitaliteit (pathogeniteit), concurrentie etc. een 
rol. Met een biotoets wordt dus de infectiepotentieel van een populatie van een 
of meerdere organismen bepaald. Met behulp daarvan kunnen mogelijk betrouwbare 
schadeverwachtingen bij een bepaalde populatiegrootte worden opgesteld. 
Binnen het totale schadeonderzoek aan M. hapla neemt de biotoets een belangrijke 
plaats in. Het onderzoek heeft een vrij verfijnde, statistisch onderbouwde 
methode opgeleverd. De bestaande toets van Mulder et al. is verder verfijnd, 
geoptimaliseerd en gestandaardiseerd. Bovendien is de toetsduur van 12 tot 5 
weken bekort, en is m.b.v. van proefresultaten een statistisch onderbouwde 
indeling in besmettingsklassen opgesteld. Hiermee is een eerste fase van het 
onderzoek afgerond. 
De uitvoering van de toets is, kort weergegeven, als volgt: Sla, cv. Norden, 
wordt gezaaid in plastic trays met scherp zand. Na circa vier weken wordt ze 
verspeend op potten met de te toetsen grond. Gedurende vijf weken wordt ze bij 
een temperatuur tussen 18 en 26°C opgekweekt. Daarna worden de wortel stel sel s 
schoongespoeld, het aantal erop aanwezige knobbeltjes geteld en m.b.v. de 
klasse-indeling het besmettingsniveau bepaald. 
De toets is met name bruikbaar voor de gevoelige gewassen (lagere besmettings-
niveaus). Bij de hogere besmettingsniveaus neemt het onderscheidend vermogen van 
de toets af. 
In de volgende fase van het onderzoek moet de relatie tussen biotoetsresultaten 
en de in het veld optredende aantasting c.q. schade door M. hapla onderzocht 
worden. Daarmee wordt tevens de bruikbaarheid van de voorgestelde indeling in 
besmettingsklassen getoetst. 
Als ook dat, uit oogpunt van bruikbaarheid van de toets voor de praktijk, 
positieve resultaten oplevert, kan met de biotoets verder schadeonderzoek 
uitgevoerd worden. 
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